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Summary and general discussion
Cyclosporine A (CyA) is a potent immunosupprcssive drug that is widely used clinically
in the management of both alloimmune and autoimmune disorders. CyA, however, ex-
erts a paradoxical effect on the immune system; it may also disturb the establishment of
self-tolerance and induce autoimmune disease in animals.
In chapter 1, one form of CyA-induced autoimmunity which affects the thyroid, pancreas,
gonads, adrenal gland, stomach, and salivary glands is described. In this model neonatal
mice are given a 7-days course of CyA (Sakaguchi and Sakaguchi, 1989). Another form
of autoimmunity may arise in lethally X-irradiated rats and mice of certain strains that
are reconstituted with syngeneic bone marrow and treated daily with CyA for several
weeks. After CyA is withdrawn, the vast majority of these rats develop a T cell-depend-
ent autoimmune syndrome with pathology resembling in the acute phase that of graft-
versus-host disease (GVHD) as seen after allogeneic bone marrow transplantation (BMT).
In the chronic phase scleroderma-like lesions may develop. This syndrome has been
referred to as Cyclosporine A-induced autoimmunity (CyA-AI)(Sorokin « a/., 1986) or
syngeneic GVHD (Glazier « ai., 1983). A similar disease occurs in humans following
withdrawal of CyA treatment in recipients of autologous or syngeneic bone marrow
(Jones«?/ a/., 1989; Hess ef a/., 1992). It should be stressed that syngeneic GVHD has also
been reported to occur incidentally in the absence of CyA therapy in both humans
(Hood <?f a/., 1987) and experimental animals (Van Bekkum «a/ . , 1990). However, the
occurrence of sGVHD is unpredictable in subjects that have not received CyA, and the
disease may be mild and transient. Therefore, CyA treatment after lethal irradiation and
bone marrow reconstitution provides a reproducible method of inducing a severe form of
sGVHD.
Based on the fact that LEW rats are susceptible for several cell-mediated autoimmune
diseases to which BN rats are resistant, and since LEW and (LEWxBN)Fl rats are sus-
ceptible for induction of CyA-AI, the aim of the study, as outlined in chapter 2, was to
document whether susceptibility or resistance to CyA-AI is genetically a dominant trait.
Susceptibility and resistance was established by macroscopic scoring of signs of disease
like dermatitis, alopecia, weight loss, and histological examination of the skin. The
resistance of the BN strain to the induction of CyA-AI tvraus the susceptibility of the
LEW strain is demonstrated. Cell-mediated immune mechanisms were in part affected
by CyA administration after X-irradiation and syngeneic bone marrow reconstitution.
Delayed-type hypersensitivity (DTH) reactions were transiently strongly suppressed in the
acute phase of CyA-AI in LEW rats but not so in CyA-AI resistant BN rats. On the other
hand, immunohistochemical examination of the skin, with respect to cells involved in
DTH reactions, and thymus of experimental animals revealed no differences between sus-
ceptible and resistant strains. Natural killer (NK) cell activity was also unaffected in both
125
Summary £r genera/ discussion
strains. These findings are in agreement with the results from studies on the development
of experimental allergic encephalomyelitis (EAE) in LEW rats treated with myelin basic
protein (MBP), to which the BN strain is resistant (Mason, 1991). In contrast, BN rats
are susceptible to some antibody-mediated autoimmune diseases (e.g. mercury chloride-
induced glomerulonephritis) to which LEW rats are resistant. It has been shown recently
that in the rat the CD4* T cells can be divided into two subpopulations based on the ex-
pression of cell surface markers CD45RC (as recognized by monoclonal antibody OX-22)
and RT6. The CD45RC*RT6 subset of rat CD4* T cells has a T helper 1 (T„l)-like
lymphokine repertoire (high IL-2 and IFNy, but low IL-4 production) and provides cell-
mediated immune responses, whereas the CD45RC RT6* population has characteristics
of T helper 2 (T„2)-type cells (IL-4 but low IL-2 and IFNy production, provision of B cell
help, and suppression of cell-mediated responses)(Fowell <?r a/., 1991; Fowell and Ma-
son, 1993). In this context, it is interesting to note that normal BN rats (known to respond
in a T„2-Iike fashion) have a preponderance of the T„2-like subset over T„l, whereas for
LEW rats (known to respond in a T„l-like fashion) the opposite is the case (Groen «a/ . ,
1993). The repertoire of cytokines produced can promote the development of either T„l-
or T„2-type responses. Most significantly, IL-4, a product of T„2-type T cells, inhibits the
induction of T„ 1 -type responses, suggesting that a potent T„2 reaction, as present in BN
rats, is likely to decrease cell-mediated immunity (Fowell and Mason, 1993).
LEW rats subjected to the protocol for induction of CyA-AI initially showed symptoms
akin to those seen in acute GVHD and in the chronic phase scleroderma-like lesions.
Chapter 3 describes an experiment in which 77% of the experimental animals developed
rapidly progressive subcutaneous and/or intracutaneous malignancies, notably sarcomas.
These soft-tissue tumors developed late in the history of CyA-AI and appeared to be spe-
cifically associated with CyA-AI. No malignancies were observed in X-irradiated and
syngeneic bone marrow-reconstituted or in CyA-treated control animals. How the tumors
were generated is obscure, but we offer the following explanation. Our hypothesis is based
on the observations that thymic inflammatory skin disease was present in virtually all
animals with tumors, and that the tumors could be transplanted as explants or as a cell
suspension to normal LEW rats. Furthermore, with respect to the collagen deposition
chronic CyA-AI shows strong similarity to human (progressive) systemic sclerosis (SS)
or scleroderma (Bos ef a/., 1989) and several observations support a relationship between
the development of cancer and the presence of SS (Medsger, 1985). Therefore, our hy-
pothesis holds that these tumors were caused by a combination of X-irradiation and a
chronic - cutaneous - inflammatory reaction and in this fashion are indirectly thymus-de-
pendent.
Based on the similarities between SS and chronic GVHD, scleroderma or SS is believed
to have an (auto)immune origin. Frequently, in patients with immune-mediated connec-
tive tissue diseases, and especially in SS, circulating autoantibodies against nuclear and/
or cytoplasmic constituents were detected (Krieg and Meurer, 1988). Autoantibodies to
DNA-topoisomerase I (Scl-86, Scl-70) and to centromere/kinetochore (CR19, CENP
A-, B-, and C-antigens) were of prognostic and diagnostic importance for diffuse SS or
limited scleroderma (Weiner « o/., 1988; Krieg and Meurer, 1988). Chapter 4 shows that
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autoarrtibodies to extractable nucle i and cytoplasm» fractions are elicited in rats with
CyA-AI. Furthermore, if was demonstrated that these autoantibodies are not required for,
nor pathologically related to the development of seleroderma-like lesions. Finally, the
specificity of some of the autoantibodies detected in LEW rats with CyA-AI disease also
occurred in BN rats with mercury chloride-induced autoimmune nephritis, suggesting
that analogous autoimmune mechanisms are involved.
Chapter 5 and 6 deal with the localization of effector cells and the kinetics of inducer/
effector cell generation in the thymus in CyA-AI respectively. Several studies have dem-
onstrated the pivotal role of the thymus in the etiology of CyA-AI. Shielding of the
thymus during total body irradiation (Glazier era/., 1983) or ihymeciomy prior to BMT
prevented the induction of CyA-AI (Sorokin <rr a*., 1986). The onset of CyA-AI is
associated with the reappearance of CD4*T cells in the peripheral blood about two weeks
after cessation of CyA administration (Bos era/. , 1988; Fischer *i a/., 1991) and the
development of CD8* cytotoxic T cells recognizing a public determinant of MHC class
II antigen, preferentially the I-A subregion ( RT1.B) of the MHC class II antigen com-
plex (Hess «f af., 1985,1993). In chapter 5 the question is addressed whether inducer/
effector cells of CyA-AI are generated in the thymus ö*artnf or q/fer CyA administration;
whether these cells stay in the thymus and, if they don't, whether they home to the sec-
ondary iymphoid organs. Adoptive transfer of thymocytes from donor rats treated ft»
induction of CyA-AI obtained one and 14 days after cessation of CyA administration did
not elicit CyA-AI in secondary recipients. In contrast, studies by Beschomer « a/.. (1988)
on the transfer of CyA-AI with thymocytes harvested 30 days after discontinuation of CyA
suggested that at least part of the inducer/effector cells might remain in the thymus. At
that time, how-ever, autoreactive cells have usually already started to attack target struc-
tures. Probably, migrating effector cells re-enter the thymus to destroy target cells, i.e. ex-
pressing MHC class II antigens. Therefore, we explain the discrepancy between the study
of Beschomer ef a/., (1988) and our study by effector cells re-migrated to the thymus
some weeks after discontinuation of CyA. Furthermore, adult thymectomy of rats
immediately after the course of CyA did not influence the kinetics of development of skin
pathology, although weight loss commenced later in thymectomized than in sham-
thymectomized rats.
Lymph node and spleen cells obtained from donors treated for induction of CyA-AI one
and 14 days after withdrawal of CyA caused CyA-AI upon adoptive transfer to second-
ary recipients, but the symptoms of acute disease were strikingly less severe upon trans-
fer of Iymphoid cells obtained one day after stopping CyA than 14 days thereafter. There-
fore, chapter 5 demonstrates that CyA-AI inducer/effector cells are generated in the thy-
mus d«Wn^ the administration of CyA. These cells exit from the thymus during CyA
administration; either they home predominantly peripherally (i.e. into the skin) rather
than in the secondary Iymphoid organs, or they leave the thymus as inducer cells which
home in the Iymphoid organs where they subsequently may trigger potentially
autoreactive lymphocytes as probably also present in normal individuals, or both path-
ways may be operative. Furthermore, there is considerable debate concerning the potency
of T lymphocyte subsets from CyA-AI rats in transferring disease to secondary recipients.
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Hess er a/, (1990) demonstrated the requirement for both splenic CD4+and CD8* T
lymphocytes (both 7.5 x 10*) to transfer CyA-AI effectively. Transfer of large numbers
(>3 x 10') of CD8* cells from animals with acute CyA-AI resulted in the induction of
CyA-AI in the secondary recipients. However, lower numbers of CD8* cells could only
transfer CyA-AI if accompanied by small numbers of CD4+ cells from donors with CyA-
AI. The CD4* subset cells harvested during acute CyA-AI were ineffective by themselves.
On the other hand, Sorokin e; a/. (1986) were able to transfer disease with as few as 3 x
10' CD4* lymph node cells from animals with acute CyA-AI; B cells and CD8* cells were
far less effective. It is of great importance to investigate in our setting whether the sub-
set(s) of T lymphocytes causing CyA-AI are CD4* and/or CD8* T lymphocytes, and
whether the same cells mediate the changes of chronic scleroderma observed in our model
but not by others who have reported acute dermatitis only (Glazier er a/., 1983). In the
rat, division of the T helper compartment into two functionally distinct subsets (see above)
showed that the CD4+CD45RC* helper subset was associated with lethal CyA-AI (and re-
sponsible for the production of IL-2), whereas the CD4+CD45RC helper subset appeared
to be critical for effective autoregulation (Fischer er a/.,1989; Hess er a/., 1990).
Chapter 6 describes that adoptive transfer of thymocytes obtained on different days after
BMT from donors treated for induction of CyA-AI did not elicit CyA-AI in irradiated
secondary recipients. Furthermore, thymectomy of lethally irradiated, bone marrow-
reconstituted and CyA-treated rats after 12 or more days of CyA therapy post-BMT still
permitted development of CyA-AI with skin pathology. Therefore, chapter 6 demonstrates
that CyA-AI inducer/effector cells are generated in the irradiated thymus within 12 days
of CyA administration, most likely during the early phase of exponential thymocyte re-
generation after X-irradiation. These cells exit from the thymus (escape negative selec-
tion?) within these 12 days and migrate elsewhere (i.e. to the skin). These cells do not
require the extrathymic presence of CyA in order to exert their (auto-)reactive activity.
As demonstrated in this chapter, autoreactive cells leave the thymus during the course of
CyA, but their targets for homing remain to be determined.
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Samenvatting en algemene discussie
Cyclosporine A (CyA) is een immunosuppressievestof, die klinisch veel gebruikt wordt
voor zowel het onderdrukken van transplantaat-afctoting als voor de behandeling van
autoimmuunziekten. Het effect van CyA op het immuunsysteem is echter tegenstrijdig;
het kan namelijk de tolerantie voor lichaams-eigen antigenen verstoren, hetgeen in dieren
leidt tot de inductie van autoimmuunziekten.
In hoofdstuk I wordt een orgaan-specifieke vorm van CyA-geïnduceerde autoimmuniteit
beschreven, waarbij de schildklier, alvleesklier, geslachtsorganen, bijnier, maag en
speekselklieren worden aangedaan. In dit model wordt CyA gedurende 7 dagen aan
pasgeboren muizen toegediend (Sakaguchi and Sakaguchi, 1989, 1992).
Een andere vorm van autoimmuniteit kan worden opgewekt na letale Röntgen bestraling
van bepaalde ratte- en muizestammen, die worden gereconstitueerd met syngcen been-
merg en dagelijks gedurende enkele weken met CyA worden behandeld. Het merendeel
van de ratten ontwikkelt een T-cel afhankelijk autoimmuun syndroom, nadat men de
CyA-medicatie stopt, dat pathologisch gezien gelijkenis vertoont met de acute fase van
een graft-versus-host ziekte (GVHD) naallogene beenmerg-transplantatie (BMT). In de
chronische fase van de ziekte kunnen zich scleroderma-achtige afwijkingen ontwikkelen.
Dit syndroom noemt men Cyclosporine A-geïnduceerde autoimmuniteit (CyA-AI)
(Sorokin er a/., 1986) oftewel syngene GVHD (sGVHD)(Glazier e/ a/., 1983). In patiën-
ten, die autoloog ofsyngeen beenmerg ontvingen, kan zich na het stoppen van de CyA-
therapie een soortgelijke ziekte ontwikkelen (Jones er a/., 1989; Hess ef a/., 1992). Het
voorkomen van een syngene GVHD zonder CyA-therapie is zowel in de mens (Hood <?/
a/., 1987) als in proefdieren (Van Bekkum e/ a/., 1990) zeer incidenteel en onvoor-
spelbaar, en de ziekte is mild en van voorbijgaande aard. Het toedienen van CyA aan
immuun-gecompromitteerde individuen is dan ook een goede reproduceerbare methode
om een ernstige vorm van syngene GVHD oftewel CyA-AI te induceren.
Het blijkt dat LEW ratten gevoelig zijn voor inductie van verscheidene cel-gemediëerde
autoimmuunziekten waarvoor BN ratten resistent zijn. Aangezien LEW en (LEWxBN)Fl
ratten gevoelig zijn voor inductie van CyA-AI, is het doel van hoofdstuk 2, te onder-
zoeken of induceerbaarheid of resistentie voor CyA-AI een genetisch dominante eigen-
schap is. Gevoeligheid en resistentie werden bepaald aan de hand van macroscopische
score van ziekteverschijnselen zoals dermatitis, alopecia, gewichtsverlies en histologisch
onderzoek van de huid. In dit hoofdstuk wordt de resistentie van de BN stam voor inductie
van CyA-AI versus de gevoeligheid van de LEW stam aangetoond. Cel-gemediëerde im-
muunmechanismen worden ten dele door CyA-medicatie, na Röntgen bestraling en
reconstitutie met syngeen beenmerg, aangetast. Vertraagd-type-overgevoeligheid (DTH)
reakties worden in LEW ratten tijdelijk sterk onderdrukt in de akute fase van CyA-AI
maar niet in CyA-AI resistente BN ratten. In de thymus oftwel zwezerik van experi-
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mentele dieren vindt men immunohistochemisch geen verschil tussen gevoelige en
resistente stammen tijdens en vroeg na de CyA-therapie. Tevens blijkt dat de huid van
beide stammen voor wat betreft de cellen, noodzakelijk voor het ontstaan van dan wel
betrokken zijn bij de DTH reaktie, geen verschillen vertoont. De NK-cel aktiviteit is in
beide stammen onaangetast. Bovenstaande bevindingen zijn in overeenstemming met de
resultaten verkregen uit andere studies. LEW ratten, die behandeld worden met het eiwit
myeline ontwikkelen experimentele allergische encephalomyelitis (EAE). BN ratten zijn
resistent voor de inductie van deze T-cel gemediëerde autoimmuunziekte (Mason, 1991).
Het blijkt echter dat BN ratten gevoelig zijn voor inductie van antichaam-gemediëerde
autoimmuunziekten zoals de door kwikchloride geïnduceerde ontsteking van de
glomeruli.
Recentelijk is aangetoond dat de CD4* T cellen in de rat, op basis van expressie van de
celoppervlakte markers CD45RC (herkend door monoclonaal antilichaam OX-22) en
RT6, kunnen worden onderverdeeld in twee subpopulaties. De CD45RC+RT6- subset van
de ratten CD4* T cellen produceert een T helper 1 (T„l)-achtig lymfokine repertoir (hoge
IL-2 en IFNy, maar lage IL-4 productie) en is betrokken bij cel-gemediëerde immuun
responsen, terwijl de CD45RC RT6* populatie kenmerken bezit van de T helper 2 (T„2)-
type cellen (hoge IL-4 maar lage IL-2 en IFNy productie, ondersteunen van B cel hulp,
en suppressie van cel-gemediëerde responsen)(Fowell ef a/., 1991; Fowell and Mason,
1993). In relatie tot bovenstaande is het interessant op te merken dat bij normale BN
ratten (reagerend op een T„2-achtige manier) de T„2/T„l-ratio sterk in het voordeel van
de T„2 subset is, terwijl dit voor LEW ratten (reagerend op een T„l-achtige manier) veel
minder geldt (Groen *f a/., 1993). Afhankelijk van het geproduceerde lymfokine repertoir
kan de ontwikkeling van T„l- of juist T„2-type responsen gestimuleerd worden. Zo kan
EL-4, een produkt van T„2-type T cellen, de inductie van T„l-type responsen remmen.
Dit suggereert dat een sterke T„2 reaktie, zoals aanwezig bij BN ratten, de cel-geme-
diëerde immuniteit verlaagt (Fowell and Mason, 1993).
LEW ratten die onderworpen worden aan het protocol voor inductie van CyA-AI verto-
nen in beginsel symptomen identiek aan akute graft-versus-host ziekte (GVHD) en in de
chronische fase scleroderma-achtige afwijkingen. Hoofdstuk 3 beschrijft een experiment
waarin 77% van de experimentele dieren snel progressieve onderhuidse maligniteiten
(neopldsmata) ontwikkelen, met name sarcomen. Deze weke-delen tumoren ontwikkelen
zich laat in het verloop van CyA-AI en lijken specifiek geassocieerd te zijn met CyA-AI.
Er worden geen maligniteiten gezien na Röntgen bestraling en reconstitutie met syngeen
beenmerg of in CyA-behandelde controle ratten. Het is onduidelijk hoe de tumoren ver-
oorzaakt worden maar we poneren de volgende hypothese welke is gebaseerd op de
observatie dat bijna alle ratten met tumoren ook thymus-afhankelijke huidontstekingen
hadden. De tumoren konden als explant of celsuspensie naar normale LEW ratten wor-
den getransplanteerd. Bovendien blijkt in de rat, dat met betrekking tot de collageen
depositie, CyA-AI sterke overeenkomsten vertoont met (progressieve) systemische scle-
rosis (SS) bij de mens (Bos «f a/., 1989). Verscheidene observaties ondersteunen een
relatie tussen de ontwikkeling van maligniteiten en de aanwezigheid van SS (Medsger,
1985). Concluderend zegt onze hypothese dat deze tumoren worden veroorzaakt door een
Sumrntwtfing £• akvmertf discussie
combinatie van Röntgen bestraling en chronische - huid - ontstekingsreakties en op deze
wijze dus indirekt thymus-afhankelijk zijn.
Op basis van overeenkomsten tussen SS en chronische GVHD wordt verondersteld dat
sclerodermie of SS veroorzaakt wordt door een (auto)immuun-reaktie. Bovendien blijkt
dat patiënten met immuun-gemediëerde bindweefselziekten, en vooral SS, circulerende
autoantilichamen hebben tegen kem- en/of cytoplasmatische macromoleculen (Krieg and
Meurer, 1988). Autoantilichamen tegen DNA-topoisomerase I (Scl-86, Scl-70) en tegen
de centromeer/kinetochoor (CR19, CENP A-, B-, en C-antigenen) zijn van prognostische
en diagnostische waarde voor diffuse SS of gelimiteerde sclerodermie (Weiner er <i/.,
1988; Krieg and Meurer, 1988). Hoofdstuk 4 beschrijft dat autoantilichamen tegen
extraheerbare kern- en cytoplasmatische fracties worden opgewekt in ratten met CyA-AI.
Verder wordt gedemonstreerd dat deze autoantilichamen niet noodzakelijk zijn voor,
noch pathologisch gerelateerd zijn aan de ontwikkeling van de scleroderma-achtige
afwijkingen. Tenslotte blijkt dat de specificiteit van enkele van deze autoantilichamen in
LEW ratten met CyA-AI ziekte ook voorkomt in BN ratten met kwikchloride-
geïnduceerde autoimmuun ontstekingen van de glomeruli, hetgeen suggereert dat analoge
autoimmuun-mechanismen hierbij betrokken zijn.
De hoofdstukken 5 en 6 beschrijven enerzijds de localisatie van effector cellen en
anderzijds de kinetiek van het genereren van inducer/effector cellen in de thymus bij
CyA-AI. Verscheidene studies hebben de centrale rol van de thymus in de etiologie van
CyA-AI beschreven. Afscherming van de thymus tijdens de totale lichaamsbestraling
(Glazier er a/., 1983) of verwijdering van de thymus voor de beenmergtransplantatie
voorkomt de inductie "an CyA-AI (Sorokin er a/., 1986). Het begin van CyA-AI is
enerzijds geassocieerd met het terugkeren van CD4+ T cellen, ongeveer twee weken na
het beëindigen van de CyA-behandeiing, in het perifere bloed (Bos er a/., 1988; Fischer
er a/., 1991) en anderzijds met de ontwikkeling van CD8* cytotoxische T cellen die een
gemeenschappelijke determinant van het MHC klasse II antigeen herkennen (Hess er a/..
1985). In hoofdstuk 5 komt de volgende vraag aan de orde: worden inducer/effector
cellen in CyA-AI tijdens of na het beëindigen van de CyA behandeling in de thymus
gegenereerd; blijven deze cellen in de thymus en, zo niet, gaan ze preferentieel naar de
secundaire lymfoide organen ? Transfer experimenten met thymocyten, geïsoleerd 1 en
14 dagen na het stoppen van de CyA-medicatie uit donor ratten behandeld voor inductie
van CyA-AI, wekken geen CyA-AI op in bestraalde ontvanger ratten.
In tegenstelling tot onze resultaten suggereren de studies van Beschorner er a/., (1988),
waarin CyA-AI wordt overgebracht met behulp van thymocyten die 30 dagen na stoppen
van de CyA-behandeling werden geïsoleerd, dat tenminste een deel van de inducer/ef-
fector cellen in de thymus aanwezig blijven. Op dit tijdstip zijn autoreaktieve cellen in
de regel echter al begonnen met het aanvallen van hun doelwit. Het is waarschijnlijk dat
migrerende effector cellen de thymus opnieuw binnen dringen en de doelwit cellen, die
MHC klasse II antigenen tot expressie brengen, vernietigen. Daarom verklaren we het
verschil tussen de studie van Beschorner er a/., (1988) en onze resultaten door effector
cellen, die enkele weken na de beëindiging van de CyA-behandeling naar de thymus terug
migreren. Bovendien blijkt een thymectomie meteen na de kuur van CyA bij volwassen
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ratten de kinetiek van de ontwikkeling van huid pathologie niet te beïnvloeden, hoewel
gewichtsverlies in gethymectomeerde ratten later plaats vindt dan in schijn-gethymecto-
meerde dieren. Transfer van lymfekJier- en miltcellen, geïsoleerd 1 en 14 dagen na het
stoppen van de CyA-medicatie uit donor ratten behandeld voor inductie van CyA-AI,
wekken CyA-AI op in bestraalde ontvanger ratten. Echter de symptomen van akute ziekte
bij de ontvanger ratten zijn veel minder ernstig bij transfer van lymfoide cellen die 1 dag
na het stoppen van CyA uit donor ratten werden verkregen in vergelijking met cellen
verkregen 14 dagen na het beëindigen van de CyA-behandeling. Hoofdstuk 5 demonstreert
dat CyA-AI inducer/effector cellen gedurende de CyA-medicatie in de thymus worden
gegenereerd. Deze cellen verlaten de thymus gedurende de Cy A-behandeling om vervol-
gens enerzijds bij voorkeur naar perifere organen (bijvoorbeeld de huid) te gaan i.p.v. naar
de secundaire lymfoide organen of anderzijds verlaten ze de thymus als inducer cellen,
die naar de lymfoide organen toe gaan en mogelijkerwijs potentieel autoreaktieve cellen,
die ook in normale individuen aanwezig zijn, aanzetten. Het is echter ook mogelijk dat
een combinatie van beide mechanismen van toepassing is. Er bestaat onenigheid omtrent
de potentie van T-lymfocyt subsets om CyA-AI naar secundair bestraalde ontvanger
ratten te transfereren. Hess er a/. (1990) heeft aangetoond, dat zowel CD4* als CD8+ T
lymfocyten (beide 7.5 x 10*) verkregen uit de milt, vereist zijn om CyA-AI effectief over
te brengen. Transfer van hoge aantallen (>3 x 10*) CD8+ cellen verkregen uit dieren met
akute CyA-AI leidt tot inductie van CyA-AI in de bestraalde ontvangers. Lage aantallen
CD8* cellen kunnen CyA-AI echter alleen over brengen samen met lage aantallen CD4+
cellen uit donoren met CyA-AI. De CD4* cellen, die geïsoleerd werden tijdens akute CyA-
AI, zijn zelf niet in staat om CyA-AI over te brengen. Sorokin ef a/. (1986) was echter
wel in staat om met slechts 3x10* CD4* lymfeklier cellen, uit dieren met akute CyA-AI,
de ziekte te transfereren; B cellen en CD8+ cellen zijn veel minder effectief. Het is dan
ook belangrijk om in ons model te onderzoeken of de T lymfocyt subsets, die CyA-AI
veroorzaken, CD4+ en/of CD8* lymfocyten zijn en of deze cellen tevens een rol spelen bij
de veranderingen tijdens chronische scleroderma, terwijl andere studies alleen akute
dermatitis constateren (Glazier er a/., 1983). Verdeling van het T helper compartiment
in de rat in twee functioneel verschillende subsets (zie boven) suggereert dat de
CD4*CD45RC* helper subset geassocieerd is met letale CyA-AI (en verantwoordelijk voor
IL-2 produktie), terwijl de CD4+CD45RC helper subset kritisch lijkt voor de effectieve
regulatie van de ziekte (Fischer e/ a/., 1989; Hess ef a/., 1990).
Hoofdstuk 6 beschrijft dat transfer experimenten van thymocyten, geïsoleerd op verschil-
lende dagen na beenmergtransplantatie uit donoren behandeld voor inductie van CyA-
AI, niet in staat zijn CyA-AI op te wekken in bestraalde ontvangers. Bovendien blijkt dat
bestraalde, beenmerg gereconstrueerde en Cy A-behandelde ratten, die gethymectomeerd
worden na 12 of meer dagen van CyA-therapie na BMT, CyA-AI met huid-pathologie
ontwikkelen. In dit hoofdstuk wordt aangetoond dat CyA-AI inducer/effector cellen in de
bestraalde en Cy A-behandelde thymus binnen 12 dagen, voornamelijk tijdens de vroege
fase van exponentiële regeneratie van thymocyten na Röntgen bestraling, worden gegene-
reerd. Deze cellen verlaten de thymus (en ontsnappen aan negatieve selectie?) binnen 12
dagen en migreren naar elders (bijvoorbeeld de huid). Bovendien blijkt dat deze cellen
om hun (auto-)reaktiviteit uit te oefenen geen extrathymale aanwezigheid van CyA
vereisen.
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